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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wachstumsbedingung der nicht 
kollagenen Knochenproteine auf unterschiedlichen Konversionsoberflächen zu 
untersuchen. Dazu wurde das Proliferations- sowie Apoptoseverhalten der 
Knochenproteine in vitro bestimmt. Es kamen neben dem Probekörper Titan als 
Negativstandard und Ticer als Positivstandard, vier weitere Probekörper auf 
Titanbasis mit unterschiedlicher Kalzium-Phosphorrelation zur Anwendung. Diese 
wurden mit humanen Knochenzellen beschickt und über einen Zeitraum vom 3., 5., 
7., und 10. Versuchstag ausgewertet. Die Zellkerne und Apoptosefragmente wurden 
immunhistochemisch markiert und fluoreszenzoptisch untersucht. Desweiteren 
wurden die relativen Grauwerte ermittelt, welche die Intensität des Bildes 
wiedergeben. Es zeigte sich in überwiegenden Fällen eine Zunahme der 
Zellanzahlen auf den verschiedenen Probekörpern. Dagegen verhielt sich die Zahl 
der apoptotischen Fragmente invers, indem sie auf ein Minimum absanken. In 
unserer Arbeit kommen wir zu der Annahme, dass Oberflächenmodifikationen die 
Knochenmineralisierung in der Phase der Knochenneubildung um das Implantat 
herum, respektive um die Oberflächenstruktur des Implantates, signifikant 
verbessern. Durch die Beschichtung der Implantatoberflächen mit Kalzium-Phosphor 
wird einerseits die Oberflächenrauigkeit erhöht, andererseits die Anbindung vom 
Implantat an die Knochenstruktur verbessert. 
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ANOF Anodische Oxidation unter Funkentladung                                                           
Aqua dest. Aqua destillata 
ATP Adenosintriphosphat 
BSP Bone-Sialoprotein 
CD 95 Todesrezeptor der Apoptose 
CPT Kommerzielles reines Titan  
DAPI 4,6 Diamidin-2-Phenylindol 
DISC Death-Including Signaling Complex 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
FADD Fas-Associated protein with Death Domain 
FLIP FLICE-inhibitory-Protein 
GW / BZ Grauwert / Belichtungszeit 
IAP`s Inhibitor of Apoptosis 
OC Osteocalcin 
ON Osteonectin 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PK 1 Probekörper 1 
PK 2 Probekörper 2 
PK 3 Probekörper 3 
PK 4 Probekörper 4 
PK 5 Probekörper 5 
PK 6 Probekörper 6 
TGF-ß Transforming-Growth-Factor-beta 
TICER Titan/Keramik in der ANOF Technologie modifiziert 
TMRE Tetramethylrhodamine ethyl ester 
TNF Tumornekrosefaktor 
TRITC Tetramethylrhodamin Isothiocyanat 
ZAM Ziege-Anti-Maus Antikörper 
ZrO2 Zirkondioxid 
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1 Einleitung 
 
1.1 Knochen 
 
Der Knochen besteht in seiner Anatomie aus zwei funktionellen Strukturen, den 
Osteozyten und der Interzellularsubstanz. Die Knochenzellen liegen in Lakunen          
(Lacunae Ossae) und die Interzellularsubstanz umgibt die Knochenzellen. Unter den 
Knochenzellen findet sowohl Kommunikation, wie auch ein Stofftransport statt. Die 
Interzellularsubstanz wird in die anorganische und die organische Komponente 
eingeteilt. Die anorganische Struktur übernimmt die Stabilitätsfunktion des Knochens, 
eingelagert durch das Hydroxylapatit in seiner Kristallform. Den größten Teil der 
organischen Struktur macht das Kollagen aus, und der Rest setzt sich aus 
Glykosaminen und Proteinen, wie dem Osteocalcin und dem Osteonectin 
zusammen. Dem Osteonectin wird eine Bindungsfunktion zugeschrieben, indem es 
die Mineralien des Knochens mit dem Kollagen verbindet. Der Knochen entwickelt 
sich aus dem mesenchymalen Gewebe, durch die Mineralisation von Knorpelgewebe 
und durch biophysikalische Transformierung entsteht Knochengewebe (Schiebler et 
al. 2002). Das so genannte „Bone Remodeling“ (Knochenumbau), findet durch die 
Osteoklasten und Osteoblasten statt. Die Osteoklasten übernehmen die 
knochenresorbierende und die Osteoblasten die aufbauende Funktion. Die 
Osteoblasten gehen aus der Mitose von Knochenvorläuferzellen hervor und durch 
die Interaktion mit der Interzellularsubstanz werden sie anschließend zu Osteozyten. 
Die Osteozyten sind über Fortsätze durch Nexus miteinander verbunden, welche als 
Funktion der Signalübertragung unter den Osteozyten dienen. Die Osteozyten bilden 
um den Havers-Kanal die nächstgrößere funktionelle Einheit, das Osteon (Platzer et 
al. 1979). Die Osteoblasten sind in der Lage, sich zu Chondrozyten, Adipozyten, 
Myozyten und Fibroblasten zu differenzieren. Die Differenzierung von den 
Osteoblasten wird unter anderem durch TGF-ß induziert. Osteoklasten entspringen 
aus dem hämatopoetischen System und durch die Fusion mononuklerärer 
Vorläuferzellen sind sie in Knochenlakunen, den „Howship“-Lakunen, zu finden. Die 
Osteoklasten besitzen in den Lakunen häufig kammartige Auffaltungen („ruffled 
border“), welche die Zelloberfläche und damit die resorbierenden Fläche vergrößern. 
Besonderes Merkmal der Osteoklasten ist die hohe Anzahl an Mitochondrien, 
Lysosomen und Vakuolen, was auf ihren erhöhten Energiebedarf schließen lässt. 
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Osteoklasten senken unmittelbar in ihrer Nähe den ph-Wert, indem sie die 
Produktion von Wasserstoffionen erhöhen und damit gleichzeitig auch die Löslichkeit 
der Knochensubstanz (Junqueira 1996). Knochen besteht aus der organischen 
Matrix, die durch die Mineralisation verstärkt und gefestigt wird. Die organische 
Matrix setzt sich zu 90 % aus Kollagen und zu 10 % aus nicht kollagener 
Komponente zusammen. Zu den nicht kollagenen Proteinen zählen die 
Proteoglykane, Bone Sialoprotein, Osteocalcin, Osteonectin und eine Anzahl von 
anderen Matrixproteinen. Das Prinzip des Knochenauf- und abbaus dient dazu, die 
Knochenmasse in einer definierten Zeiteinheit konstant zu halten. Außer den 
transformierenden Aufgaben sind Osteoklasten und Osteoblasten auch Zielobjekte 
von Hormonen, wie dem Parathormon, Kalzitonin oder auch der Kortikosteroide 
(Marks et al. 2002).  
 
1.1.1 Knochenarten 
 
Es werden zwei Arten von Knochen unterschieden. Zum Einen gibt es den 
Geflechtknochen und zum Anderen den Lamellenknochen. Beide enthalten die 
Kortikalis (Substantia Compacta), welche die Rinde des Knochens sowie die 
Spongiosa (Substantia Spongiosa) bildet. Diese ist schwammartig im Inneren des 
Knochens lokalisiert. Die beiden Knochenarten unterscheiden sich lediglich in ihrer 
Konfiguration (Ziegler 1995). 
 
1.1.2 Geflechtknochen 
 
Beim Geflechtknochen verlaufen die Kollagenfasern noch funktionell ungeordnet. 
Daraus resultiert die fehlende Lamellenbildung. Im Vergleich zum Lamellenknochen 
ist die Anzahl von Osteozyten je Volumeneinheit höher, die der Mineralien allerdings 
geringer. In der Entwicklung des Knochens wird zunächst das Stadium der 
Geflechtknochen durchlaufen, jedoch substituiert der Lamellenknochen im Laufe der 
Zeit den Geflechtknochen. 
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1.1.3 Lamellenknochen 
 
Typisch für den Lamellenknochen sind Lamellen und Knochenkanälchen. Die 
Lamellendicke beträgt ca. 3 bis 7 Mikrometer. Die kleinste Baueinheit des 
Lamellenknochens ist das Osteon, oder Havers`sches System genannt. Um das 
Osteon befindet sich eine unterschiedliche Anzahl von konzentrischen 
Speziallamellen, oder Havers-Lamellen. Im Mittelpunkt befindet sich ein mit 
Bindegewebe, Nerven und Blutgefäßen gefüllter Kanal, der Havers-Kanal. Die 
Speziallamellen bestehen aus kollagenen Fasern und Knochengrundsubstanz und 
werden ebenfalls durch konzentrisch strukturierte Osteozyten getrennt. Das 
Charakteristische an den Kollagenfasern sind deren Verlaufsrichtungen und 
Steigungswinkel. Der Steigungswinkel verläuft zur Längsachse immer 
unterschiedlich, innerhalb der Lamelle aber streng parallel, woraus der stark 
beanspruchbare Knochen resultiert (Delling 1992).  
 
Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Lamellenknochens,  
verändert nach Junqueira (1996) 
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1.2 Knochenentwicklung 
 
1.2.1 Desmale Ossifikation 
 
Bei der desmalen Ossifikation handelt es sich um die häufigste Form der 
Ossifikation. In der initialen Phase transformieren sich die Mesenchymzellen über 
Knochenvorläuferzellen zu Osteoblasten. Die Osteoblasten beginnen mit der 
Synthese von Kollagenen und Osteoid. Dann folgt die Phase der Mineralisierung der 
Matrix durch Kalziumphosphatkristalle. Die terminale Umwandlung von 
Kalziumkristallen in Hydroxylapatit lässt die Ossifikationszentren zur Knochenanlage 
miteinander verschmelzen. Bei der desmalen Ossifikation handelt es sich um die 
direkte Knochenbildung (Rohen und Lütjen-Drecoll 1996). 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der desmalen Ossifikation 
OK=Osteoklasten; OC=Osteozyten; OB=Osteoblasten; O=Osteoid 
A=Übersicht; B=Osteoklast; C=Bone Lining Cells, 
verändert nach Rohen und Lütjen-Drecoll (1996) 
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1.2.2 Chondrale Ossifikation 
 
Die chondrale Ossifikation geht im Vergleich zur desmalen aus hyalinem Knorpel 
hervor. Es wird, abhängig vom Ort der Entstehung, die perichondrale von der 
enchondralen unterschieden. In der Embryonalentwicklung des Knochens geht die 
Ossifikation vom Perichondrium aus. Der Knorpelkörper wird anschließend von einer 
Knochenmanschette umgeben. Die Manschette reicht bis zur Grenzregion von der 
Diaphyse zur Epiphyse. Durch appositionelles Wachstum nimmt der Knochen an 
Dicke zu, wobei sich die enchondrale Ossifikation im Inneren des Knorpels abspielt.  
Die Osteoblasten aus dem Perichondrium starten mit dem Knochenaufbau, während 
gleichzeitig die Osteoklasten den gebildeten Knochen resorbieren und Hohlräume in 
der Manschette entstehen lassen. Durch Einsprossung von Blutgefäßen aus dem 
Periost in den Knorpel entsteht die primäre Markhöhle. Aus dem Mesenchym 
differenzieren sich Osteoblasten, welche sich an den Knochenbälkchen ansiedeln 
und primär mit der spongiösen Knochenneubildung beginnen (Rakosi et al. 1989). 
 
Abbildung 3: Chondrale Ossifikation der Epiphyse und Metaphyse, 
abgewandelt nach Van der Eerden (2003) 
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1.3 Bone Sialoprotein (BSP) 
 
Das BSP wurde zum ersten Mal im Jahre 1963 von Herring und Kent beschrieben, 
indem es aus dem Knochengewebe von Kälbern gewonnen und dargestellt wurde. 
Das BSP wird durch die Osteoklasten und Osteoblasten gebildet. Es setzt sich zur 
Hälfte aus Proteinen zusammen, wobei die restlichen 50 % durch Sialiosäure, 
Galactos- und Glucoseamine gebildet werden. Die Aminosäure Leucin ist wenig 
vorhanden und im Vergleich zum Kalb-BSP ist kein Humancystein vorhanden 
(Fischer et al. 1983). Insgesamt betrachtet macht das BSP 12 % des nicht 
kollagenen Proteinanteils im Knochen und 1 % des Zahndentins aus (Fischer et al. 
1990). Weitere Untersuchungen zu BSP ergaben, dass es in vitro die Synthese vom 
Hydroxylapatit anregt und bei der Zelladhäsion eine wichtige Rolle einnimmt, indem 
es die Anheftung von Zellen an die extrazelluläre Matrix ermöglicht (Manson et al. 
1995). Für die Adhäsion spielt die Aminosäuresequenz Arg-Gly-Asp die 
entscheidende Rolle, welche von Integrinen anderer Zelloberflächen erkannt und 
gebunden wird. Ein Repressor bei der Bildung von BSP ist das 1,25 
Dihydroxyvitamin D3, das Dexamethason hingegen fördert die Bildung vom BSP 
(Saxne et al. 1995). Die BSP-Expression stellt eine Abhängigkeit vom Alter und der 
Tageszeit dar (Yuming et al. 1998). 
 
1.4 Osteocalcin 
 
OC gehört zu den nicht kollagenen Proteinen und besteht aus 49 Aminosäuren 
(Delmas 1995). Eine tragende Funktion des OC ist die Bindung von Calcium und die 
dadurch entstehende Brücke zwischen organischer und anorganischer 
Knochenmatrix. Die Bindung des Calciums wird durch die gammacarboxylierten 
Glutaminsäurereste vorgenommen, welche von Vitamin K abhängig sind (Risteli 
1993). Durch die beschriebene Bindung werden die Kalzumionen aus dem Blut in 
den Knochen transportiert und dort für die Verkalkungsprozesse eingeführt. 
Synthetisiert wird das OC durch Osteoblasten, wobei der Großteil in die 
Knochenmatrix gelangt und lediglich 20 % in der Blutbahn zirkuliert (Lepage et al. 
2001; Black et al. 2001). Die Eliminierung von OC wird in der Niere, bei einer 
geringen Halbwertzeit von 5 Minuten vollzogen (Seibel et al. 1993). Die 
Regulierungsmechanismen von OC sind zum einen das 1,25 Dihydroxy-Vitamin D 
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als Induktor und die Glucocorticoide als Repressor. Es wird über das OC 
angenommen, aufgrund seiner Affinität zum Hydroxylapatit, dass es die Bildung vom 
Hydroxylapatit im Knochen mit beeinflusst und steuert. Das OC im Blut reflektiert die 
Umbauprozesse des Knochens, da es als Umsatzmarker des Knochens angesehen 
wird. Wie bereits oben erwähnt, wird OC von Osteoblasten synthetisiert und seine 
Serumkonzentration korreliert positiv mit der Knochenneusynthese (Schönau et al. 
1996). Andererseits ist das OC auch bei der Resorption des Knochens nachweisbar, 
indem es aus der Matrix freigesetzt wird und die Osteoklasten beeinflusst. Hohe OC 
Werte findet man im Serum bei Jugendlichen in der pubertären Wachstumsphase 
und bei Frauen in der Menstruationspause (Na Kyung Lee 2007). In einem 
Tierversuch wurde festgestellt, dass genetisch veränderte Tiere, denen OC fehlte, 
Übergewicht sowie erhöhten Blutzuckerspiegel aufwiesen. Bei der intravenösen 
Gabe von OC kam es zur Sekretion von Insulin und Senkung des Blutzuckerspiegels. 
Somit konnte die Verbindung zwischen dem Knochenstoffwechsel und dem 
Fettstoffwechsel über das Osteocalcin als Mittler festgestellt werden (Christiansen et 
al. 1998). 
 
1.5 Osteonectin 
 
ON ist ein Phosphoglykoprotein mit einem Molekulargewicht von 35-45 kD, welches 
sich an Hydroxylapatit und Calcium bindet. Ort der Synthese von ON ist speziell das 
Knochengewebe. Das ON ist maßgebend an der Mineralisation beteiligt, indem es an 
das Kollagen bindet und das Kollagen wiederum den Kristallisationskeim antreibt. 
Darüber hinaus spielt das ON eine wichtige Rolle bei der Wundheilung sowie der 
Angiogenese und Metastasierung. Die exprimierte Menge von ON korreliert positiv 
mit der Tumorgröße bei Mamma-, Prostata- und Kolonkarzinomen (Termine et al. 
1981). 
 
1.6 Transforming Growth factor (TGF-ß) 
 
Das TGF-ß ist ein Signalprotein, welches für die Zellinteraktion zuständig ist und in 
drei verschiedenen Isoformen vorkommt. Synthetisiert wird es von Megakaryocyten, 
Makrophagen und Chondrozyten. TGF-ß sind Homodimere und weisen häufig eine 
Ähnlichkeit in ihrer Aminosäuresequenz auf. Das TGF-ß wird primär aus 
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Vorläuferzellen gebildet, bevor es dann im Golgi-Apparat über proteolytische 
Prozesse in seine definitive Form überführt wird. TFG-ß besitzt sowohl inhibitorische 
wie auch proliferative Effekte (Piek et al. 1999). In vivo lässt sich feststellen, dass 
TGF-ß tendenziell eher einen osteoinduktiven, anabolen Effekt auf das 
Knochengewebe ausübt. Desweiteren ist das TGF-ß an vielen weiteren 
Regulationsprozessen beteiligt, wie Proliferations- und Differenzierungsprozesse 
(Elliot et al. 2005). Strukturell betrachtet besitzen alle TGF-ß Moleküle im reifen 
Zustand sechs identische Aminosäuren, nämlich das Cystein. Die Abstände der 
Aminosäurebausteine untereinander sind bei allen gleich. Geometrisch formen sich 
die Bausteine zu einer Knotenform, welche auch als Cysteinknoten beschrieben wird. 
Zu den sechs Cysteinmolekülen gesellt sich noch ein siebtes Molekül, welches die 
Aufgabe hat, die einzelnen Moleküle untereinander zu verbinden. 
 
1.7 Apoptose 
 
Die Apoptose ist definiert als der programmierte Zelltod, welche die genetisch 
codierte physiologische Eliminierung von Zellen vornimmt und für die 
Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase sorgt (Kerr et al. 1972; Jacobsen et al. 
1977; Bellamy et al. 1995). Die Apoptose stellt einen morphologischen Unterschied 
zur Nekrose dar und darf mit ihr nicht gleichgesetzt werden. Die apoptotischen Zellen 
bilden eine Blase als Erkennungskriterium, die sog. „apoptotic bleps“, bevor sie 
phagozytiert und destruiert werden. Die nekrotischen Zellen durchlaufen einen 
anderen Zyklus, indem die Zellen platzen, die zellulären Bestandteile ins Gewebe 
strömen und eine Entzündungsreaktion hervorrufen. 
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Abbildung 4: Direkter visueller Vergleich zwischen der Apoptose und der Nekrose, 
abgewandelt nach Krammer (2000) 
 
 
Den physiologischen Prozess der Apoptose kann man in drei Phasen gliedern, die 
Induktion, die Regulation und die Ausführung (Whyllie 1995). Die Induktion erfolgt 
über die Zelle selbst, die in einem gewissen Stadium der Entwicklung aufgrund von 
Störungen wie energiereiche Strahlung ausgeführt wird. Eine weitere Möglichkeit, die 
Apoptose zu induzieren, ist die rezeptor-, bzw. ligandengesteuerte Apoptose (Nagata 
et al.1995; Trauth 1989). Auch das Nichtvorhandensein von Zytokinen, welche als 
Wachstumsfaktoren fungieren, leitet eine Apoptose ein. Dazu wurden einige Studien 
zum Verhalten von Lymphozyten in vitro durchgeführt, welche den Sachverhalt 
wiedergeben (Zlotnik et al.1995; Akbar et al. 1997). Die zweite Phase der Apoptose, 
die Regulation, erfolgt durch eine Interaktion von hochmolekularen Prozessen, die 
anfangs unterschiedliche Wege einschlagen, aber häufig ein gemeinsames Endstück 
aufweisen. Die Mitochondrien, als „Kraftwerke“ der Zelle benannt, gehen samt ihres 
Membranpotenzials zugrunde (Kroemer et al. 1997). Die Ausführung der Apoptose 
geht einher mit der Phagozytose durch Makrophagen. Universell ablaufende 
Prozesse, wie die Bildung von Membranblasen und die Kondensation des 
Normale Zelle Reversible Schwellung Irreversible Schwellung  Lyse 
Nekrose 
Apoptose 
Normale Zelle Schrumpfung Fragmentation Sekundäre Nekrose 
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Chromatins, sind unabhängige Apoptose auslösende Signale (Fischer et al. 2003). 
Die beschriebenen Prozesse werden durch Effektor-Caspasen eingeleitet, die in 
gesunden Zellen die komplette Zellhomöostase regulieren (Siegel et al. 2000). Die 
Regulatoreinheiten der Caspasen sind die IAPs (Inhibitor of Apoptosis), welche eine 
Schutzbarriere darstellt und die Caspasen inaktivieren können. 
 
1.7.1 Ablaufwege der Apoptose 
 
Der Ablauf der Apoptose wird in einen externen (extrinsischen) und internen  
(intrinsischen) Signalweg unterteilt. Der Ablauf der Apoptose ist in beiden Prozessen 
von der Proteolyse und den Proteasen geprägt.  
 
1.7.2 Todesrezeptor (Extrinsischer Weg) 
 
Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch Signale der Transmembranproteine, 
die sogenannten Todesliganden vermittelt, die zur Gattung der TNF Gruppe gehören. 
Initial kommt es zur Bindung des CD95 Liganden an den CD95 Rezeptor und der 
Aktivierung des DISC (death-incuding signaling complex). Durch die Aktivierung der 
Todesliganden werden über Procaspasen die ausgereifte Caspase 8 und das 
dazugehörige Adaptermolekül FADD aktiviert (Cohen 1997). Das Besondere an 
CD95 ist, dass es sowohl pro- als auch antiapoptotisch fungiert, indem es vielseitig 
seine Wirkung entfalten kann. Die Adaptermoleküle gehen mit der Procaspase 8 eine 
funktionelle Einheit ein, die sich wiederum mit dem Rezeptor, welcher am 
zytoplasmatischen Ende sitzt, verbindet (Kataoka 2005). Die ausgereifte Caspase 8 
übernimmt anschließend die Aktivierung der Effektorcaspase 3, welche die Spaltung 
von zellulären Bestandteilen vornimmt. Um den kontrollierten Zelltod zu regulieren, 
gibt es unterschiedliche Instanzen. Zum Einen ist es der Decoy-Rezeptor, welcher 
das Andocken des CD95 Liganden blockiert und damit die Apoptose an der ersten 
Station hemmt. Der nächste Ort der Unterbindung ist am DISC, indem die Caspase 8 
mit dem Protein FLIP (FLICE-Inhibitory Protein) um die Bindungsstelle konkurrieren. 
Aber nicht nur auf dem Wege der Pro-Caspasen sind Hemmungsmechanismen 
vorhanden, sondern auch auf der Ebene der Effektorcaspasen kann die Apoptose 
noch verhindert werden (Philipp-Staheli et al. 2004). 
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1.7.3 Mitochondrialer Weg (Intrinsischer Weg)  
 
Die Mitochondrien nehmen außer ihrer Leistung, die Zelle mit Energie zu versorgen, 
eine Schlüsselrolle in der Apoptose ein. Der intrinsische Weg nimmt seinen Ursprung 
aus den Mitochondrien, indem als erster Schritt das Cytochrom-c aus dem 
intermembranären Raum der Mitochondrien cytosol aufwärts freigesetzt wird. Die 
Ursache für die intrazelluläre Einleitung der Apoptose geht auf zellulären Stress,  
Hypoxie und Schäden an der DNA zurück. Der tragende Faktor dabei ist der 
Transkriptionsfaktor p53, welcher sowohl die Apoptose induzieren kann, als auch ein 
Tumorsurpressorgen ist (Pavlov et al. 2001). Das Cytochrom-c fungiert zusammen 
mit dem ATP, dem Apoptose-Protease-Aktivierungs-Faktor (Apaf-1) und der 
Procaspase 9, welche die Spaltung und Aktivierung von Caspase 9 vornimmt, als 
Caspase aktivierender Komplex. Als letzter Schritt zur Einleitung der 
Exekutionsphase wird die Caspase 3 aktiviert. Die Bcl-2 Gruppe übernimmt die 
wichtige Regulatorfunktion des Cyctochrom-c durch seine Untergruppen (Bid, Bak, 
Bax), indem es seine Freisetzung aus den Mitochondrien fein justiert (Oshima et al. 
2000). Die Bcl-2 Proteine induzieren die pro-apoptotischen Faktoren, nachdem es an 
der Membran der Mitochondrien zu Veränderungen des Membranpotenzials 
gekommen ist (Wagner und Nawas 2004). 
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Abbildung 5: Darstellung der zwei verschiedenen Wege der Apoptose, mit den 
unterschiedlichen Einleitungsphasen, und der gemeinsamen Endstrecke, 
abgewandelt nach Belka and Budach (2002)  
 
 
1.8 Implantatwerkstoffe 
 
Implantate sind in der chirurgischen Zahnmedizin ein wichtiger Bestandteil geworden. 
Den Maßstab für den Erfolg stellt die Einheilung, die mechanische Druck- und 
Biegefestigkeit sowie die Biokompatibilität dar. Der am besten untersuchte 
Implantatwerkstoff ist das Titan, welches in der Implantologie allgegenwärtig ist. Für 
die Verträglichkeit des Werkstoffes spielt die Oxidationsschicht des Titans die 
Schlüsselrolle, welche die Oberfläche passiviert und so der Unverträglichkeit 
entgegen wirkt (Branemark 1983). Daher spielt seit der Einführung der Implantologie 
außer der Oberflächenbeschaffenheit sowohl die Biokompatibilität als auch die 
Ästhetik eine sehr wichtige Rolle (Buser et al. 1998). Darüber hinaus muss ein 
Implantat noch weiteren Faktoren in der Mundhöhle standhalten, z.B. Druck- und 
Zugkräften sowie den bakteriellen Mikroorganismen im Biotop des Speichels (Buser 
et al. 1989). Die Druck- und Zugkräfte wirken sich besonders auf die Grenzfläche 
zwischen dem Knochen und dem Implantat aus. Daher ist die Einheilung das aller- 
höchste Primat (Kellner 1974). Für die Einheilung stellt die Oberflächenrauigkeit 
einen wichtigen Parameter dar, indem die Kontaktfläche erhöht und die Retention 
zwischen Knochen und Implantat stabilisiert wird (Bethmann und Knöfler 1987). In 
einer weiteren Studie wird die Materialbeschaffenheit, vorausgesetzt sie ist 
biokompatibel, als irrelevant angesehen (Kim et al. 1997). 
 
1.9 Titan 
 
Das Besondere an Titan, weshalb es sich in der Zahnmedizin so fest etabliert hat, ist 
seine Qualität hinsichtlich der Gewebeverträglichkeit und Korrosion (Steinemann et 
al. 1986). Darüber hinaus besitzt Titan eine hohe Biegefestigkeit sowie ein geringes 
Gewicht (Dichte 4,5 g/cm³) (Long und Rack 1998). Der Schmelzpunkt von Titan liegt 
bei 1678 Grad Celsius. Die hexagonale (Alpha) Struktur des Titans, die es bis zu 
einer Temperatur von 882,5 Grad Celsius noch beibehält, geht bei erhöhter 
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Temperatur in die kubische (Beta-) Form über. Es gibt mehrere chemische Moleküle, 
welche mit Titan eine Legierung bilden können. Dazu werden sie in drei Sparten 
untergliedert: 
Ø Die Alpha-Form unterstützenden Elemente: Al, O, N, C 
Ø Die Beta-Form unterstützenden Elemente: Mo, V, Nb, Ta, Fe, W, Cr, Si, Ni, Co, 
Mn, H 
Ø Die neutralen Elemente wie Zr (Thull 1993) 
 
 
Abbildung 6: Oberflächenschicht eines Titanprobekörpers 
 
 
Für die gute Biokompatibilität ist das Phänomen der 20 nm dünnen Oxidschicht von 
großer Bedeutung, welche das Titan bildet, nachdem es in wässrigem Milieu mit 
Sauerstoff in Kontakt gekommen ist. In der Literatur wird diese Schicht mit einer 
Passivierungsschicht gleichgesetzt (Browne und Gregson 1994). Diese spontan 
entstandene Schicht wird als konfus angesehen, deren Morphologie durch das 
sogenannte „Aging“-Verfahren in eine geordnete Struktur überführt werden kann. 
Das „Aging“-Verfahren sieht vor, dass die Implantate mit Salpetersäure behandelt 
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werden und anschließend in destilliertem Wasser eingelegt werden. Die Intention, die 
hinter dem Verfahren steckt, ist die Korrosionsresistenz des Materials zu erhöhen. 
Die Titanoberfläche besitzt zwei OH-Gruppen. Die eine ist am Titan selbst gebunden 
und der zweiten Hydroxylgruppe kommt die Aufgabe der Brückenbildung zu. Durch 
die Eigenschaft der Brückenbildung können verschiedene Moleküle anhaften, und 
somit vergrößert sich die Retentionsfläche (Larsson et al. 1994). Um eine maximale 
Verbesserung der Oxidschicht zu erlangen, kann deren Oberfläche modifiziert 
werden und somit die Stabilität der Schicht erhöhen (Meyer 2002). Ein Nachteil von 
Titan ergibt sich aus seiner grauen Farbe und der daraus resultierenden 
suboptimalen Ästhetik. Außer der Optik spielt die Allergie auf Metalle bei den 
Patienten eine große Rolle, mit dem einhergehenden Wunsch nach zahnfarbenen 
Implantaten (Rieger 1993). 
 
1.9.1 Keramische Implantatwerkstoffe  
 
Allgemein zeichnen Keramiken eine hohe Festigkeit, hohe Bruchstabilität, 
Korrosionsbeständigkeit sowie die Gewebeneutralität aus (Ichigawa et al. 1992). 
Keramiken sind röntgenopak und haben eine zahnhartsubstanzähnliche Farbe (Geis-
Gerstorfer und Fässler 1999). Aufgrund der hohen ästhetischen Ansprüche und der 
allergischen Disposition bezüglich metallener Implantate ist die Nachfrage bezüglich 
zahnfarbener Implantate in der heutigen Zeit stark angestiegen (Helbig und 
Schönholzer 2001). Dennoch kann man bei Keramiken niemals von rissfreien bzw. 
spaltfreien Strukturen ausgehen und die Risse können bei Belastung weiter 
expandieren. Dieses Phänomen wird als „unterkritisches Risswachstum“ bezeichnet 
(De Groot 1985). Aus der Gruppe der Keramiken sind für die Implantologie die 
Kalziumphosphate, Aluminiumphosphate und Zirkonoxid-Keramiken von Bedeutung. 
Das Hydroxylapatit aus der Gruppe der Kalziumphosphate ist der mineralische 
Hauptbestandteil des Knochens und des Zahnschmelzes. Seine chemische Formel 
lautet Ca10(PO4)6(OH)2 (Wintermantel 1996). Als Beschichtung wird es im Bereich 
der lasttragenden Implantate in der Mundhöhle verwendet und führt zu einer zügigen 
Verbindung zwischen dem Gewebe und dem Implantat - mit einem hohen Maß an 
Festigkeit (Liebendörfer und Tröster 1997). Hydroxylapatit kann synthetisch 
hergestellt oder durch die Gewinnung aus Algen oder Korallen, durch einen 
hydrothermischen Prozess gewonnen werden. Darüber hinaus wurde die Eignung 
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des Hydroxylapatit als Knochenersatzmaterial in zahlreichen experimentellen Studien 
bestätigt (Osborn und Newesley 1982). Die Implantation in ein knöchernes Lager 
führt zu einer vollständigen Integration in das Knochengewebe. Dadurch entstehen 
so genannte osteoimplantäre Verbände, deren mechanische Belastbarkeit nicht 
genügend geklärt ist (Berger et al. 1990). Trikalziumphosphat gehört zu den löslichen 
Kalziumphosphatkeramiken. Seine Formel lautet Ca3(PO4)2. Es werden prinzipiell 
Hoch- und Tieftemperaturphasen bei den Kalziumphosphatkeramiken unterschieden. 
Die Tieftemperaturphase des Trikalziumphosphats, das β-TCP, hat eine tetragonale 
Kristallstruktur und entsteht bei einer Sintertemperatur um 1200 Grad Celsius. Die 
Hochtemperaturform, α-TCP, entsteht bei einer Temperatur zwischen 1125-1430 
Grad Celsius und weist eine monokline Kristallstruktur auf (Hench 1991). Das Bioglas 
wird klinisch in Form der Dentalimplantate als auch der Zahnstifte eingesetzt. Der 
Hauptvorteil bioaktiver Gläser liegt in einer frühzeitigen Oberflächenreaktion, welche 
zu einer raschen Bindung an das Gewebe führt. Ihr Hauptnachteil liegt in ihrer 
geringen mechanischen Festigkeit aufgrund ihres amorphen, zweidimensionalen 
Glasnetzwerkes (Kurze und Krysmann 1986). Die Struktur von ZrO2 ist vielseitig und 
temperaturabhängig. Nach dem Abkühlen nimmt das ZrO2 bei einer Temperatur von 
2689 Grad Celsius eine kubische Struktur an. Bei weiterem Abkühlen wird seine 
Struktur in eine tetragonale Phase überführt, bevor es dann bei 1170 Grad Celsius 
seine definitive Struktur einnimmt. Dementsprechend ist auch seine Dichte von den 
einzelnen Phasen unterschiedlich konfiguriert (Liebendörfer und Tröster 1997). Das 
ZrO2 wird außer als Implantatmaterial auch als Implantatoberfläche verwendet. Der 
Vorteil von ZrO2 ist die Fähigkeit, das Hydroxylapatit anschließend besser an eine 
Titanimplantatoberfläche zu binden (Lee et al. 2004). Der signifikante Unterschied 
zwischen Zirkonoxid und Titan liegt im Aspekt der Ästhetik. Aufgrund der häufigen 
postchirurgischen Mängel hinsichtlich der Titanimplantate wurde von Fischer et. al. 
eine neue Methode beschrieben, um dieses Problem zu umgehen, indem man 
Gebrauch von keramischen ZrO2 Wurzelstiften macht (Fischer und Edelhoff 1998).  
 
1.9.2 Verbund-Schicht-Systeme mit der ANOF-Technologie 
 
Der Ticer (Titan/Ceramik) Probekörper ist aus Titan und wurde in seiner Struktur 
modifiziert. Die dazu verwendetet Technik geht auf die von Krysmann 1982 
beschriebene anodische Oxidation unter Funkentladung (ANOF) zurück. 
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Das Versuchsschema enthält eine Elektrolytlösung, in der ein elektrischer Kontakt 
(Titanelektrode) an eine Kathode geschaltet ist. Wird in diese Lösung ein Metall 
(Implantat) getaucht, fungiert es als Anode. Die Elektrolyte enthalten häufig 
Schwefelsäure und Natriumsulfit und besitzen eine Wärmekapazität, um 
anschließend einen Sauerstofffilm an die Oberfläche anheften zu können und somit 
die Oxidschicht zu stabilisieren (Krysmann et al. 1984). Nach Anlegen von 
Gleichstrom mit einer Stärke von 400 Milliampere und einer Spannung von 3,5 Volt 
bildet sich eine Oxidschicht. Durch Anhebung des Anodenpotenzials werden 
Regionen geschaffen, welche sehr energiereich und durchlässig für Funken sind. Die 
Folge sind Entladungskanäle, welche sich in dem Fall zur Anode (Implantat) hinaus 
bilden. Durch das bereits erwähnte Wärmepotenzial wird die Oxidschichtbildung 
angetrieben und vollendet sie mit einem terminalen Funkdurchschlag. Die durch die 
Oxidation des Sauerstoffs entstehenden Rauigkeiten senken gleichzeitig die 
Spannung ab und es resultiert die definitive Oxidschicht (Graf 1997). Gleichzeitig 
werden Kalziumphosphate aus der wässrigen Elektrolytlösung in der Oxidoberfläche 
angelagert. Um den physikalischen Prozess an Regionen mit schlecht umgesetzten 
Oberflächenpunkten zu erzeugen, wird die Zündspannung angehoben (Boyan et al. 
2003).  
 
Abbildung 7: Darstellung der Titankathode und der Implantatanode in der wässrigen 
Lösung nach Graf (1997) 
 
 
 
 
Einleitung  17 
 
1.10 Zielstellung der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fragen beantwortet: 
 
 
1. Wie gestaltet sich das Expressionsverhalten der Knochenzellen auf den 
unterschiedlichen Implantatoberflächen? 
 
 
2. Stellen sich Unterschiede beziehungsweise Gemeinsamkeiten zwischen den 
relativen Grauwerten und den Zellanzahlen dar? 
 
 
3. Welche Rolle spielt die Kalzium-Phosphorrelation und wie wirkt sie sich auf die 
Proliferation der Knochenproteine aus? 
 
 
4. Welches apoptotische Verhalten weisen die Probekörper zu den 
unterschiedlichen Versuchstagen auf? 
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2 Material und Methoden 
 
2.1.Materialien 
 
2.1.1 Chemikalien, Puffer Lösungen, Nährmedien und Antikörper: 
 
Chemikalien 
 
Formaldehyd Merck 
 
Rinderserumalbumin, Fraktion 5 SIGMA 
 
Kollagenase Typ IV Biochrom AG 
Konz.: 166 U/mg  
 
Ethanol, absolut  J.T. BakerT 
 
Trypsin 0,5 % in PBS, mit EDTA  PromoCell bioscience alive 
  
Aqua dest. Apotheke Universitätsklinikum 
Leipzig 
 
Ziege-normal-Serum  DAKO CORPORATION 
 
Pen/Strep (10000 lU/ml each) PromoCell bioscience alive 
 
4,6-Diamidino-2-Phenylindol. 2HCL p.A. SERVA Feinbiochemica   
(DAPI) GmbH & Co KG 
 
Fluoreszent Mounting Medium  DAKO CORPORATION 
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Puffer 
 
PBS, pH=7,4 Apotheke Universitätsklinikum 
 Leipzig 
 
- Dinatrimuhydrogenphosphat-2-Hydrat p.a. 1,463 g 
- Kaliumdihydrogenphosphat p.a. 0,245 g 
- Natriumchlorid DAB 10 8,0g 
- Aqua dest. ad 1000 ml 
 
HEPES Puffer, pH=7,4 Apotheke Universitätsklinikum 
  Leipzig 
 
- Natriumchlorid DAB 10: 4,383 g 
- HEPES-Puffersubstanz: 2,603 g 
- ad Aqua dest  ad 1000 ml 
 
Nährmedien 
 
Osteoblast Growth Medium PromoCell bioscience alive 
Supplement Mix/Osteoblast Growth Medium 
Fetal Calf Serum (10 %) 
Penicillin/ Streptomycin 
 
Antikörper 
 
Primärantikörper 
 
Monoclonaler Antikörper zu Osteonectin  Acris Antibodies 
 
Monoclonaler Anikörper zu Osteocalcin Acris Antibodies 
 
Mouse Anti-Human TGF-β-1-Antikörper Chemicon International 
monoklonal 
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Anti-human-BSP-Antikörper Immundiagnostik AG 
monoklonal 
 
Sekundärantikörper 
 
CyTM 3-konjugiertes Ziegen Anti-Maus IgG (H+L) 
 Jackson ImmunoResearch  
 Laboratories, INC. 
 
2.1.2 Labortechnisches Zubehör 
 
Sicherheitswerkbank Herasafe              Kendro Laboratory Products 
 
Brutschrank Thermo Forma Thermo Electron Corporation 
 
Zentrifuge Eppendorf 5702 Eppendorf-Netheler-Hinz  
 
Analysenwaage Kern 410 Kern 
 
Neubauer Zählkammer Feinoptik Bad Blankenburg 
 
Schüttler VIPRAMAX 100 Heidolph 
 
Vortex-Mixer Stuart 
 
Kühlschrank Liebherr 
 
Tiefkühlschrank Liebherr 
 
Wasserbad  GFL 
 
Zellkulturflaschen mit Filter Top Greiner bio one 
(25 cm2, 75 cm2) 
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Pipetierhilfe Accu–Jet Brandt 
 
Serologische Einmalpipetten Sarstedt 
 
Minisart Spritzenfilter Sarstedt 
 
Einmalspritzen, Omnifix B. Braun Melsungen AG 
 
Lab Tec® II Chamber Slide™ System   Nalge Nunc International 
 
Eppendorf Reaktionsgefäße 2,0 ml Eppendorf AG Hamburg 
 
Deckgläschen                                                Menzel Gläser 
 
Zentrifugenröhrchen (15 ml)                       Greiner bio one 
 
Skalpell Aesculap 
 
Geräte zur Auswertung 
 
Mikroskop Axiophot Carl- Zeiss Jena 
Mikroskop Axiovert Carl- Zeiss Jena 
Mikroskop Laboval Carl- Zeiss Jena 
Axio Cam MRc5 Carl- Zeiss Jena 
Soft ware  Axio Vision Carl- Zeiss Jena 
Tabellenkalkulationsprogramm Excel Microsoft 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Materialgewinnung 
 
Das zur Durchführung des Versuches benötigte Knochenmaterial wurde im Rahmen 
eines oralchirurgischen Eingriffes bei einem männlichen Spender im Bereich des 
Zahnes 48 entnommen. Für die Anzucht der Knochenzellen wurden die 
operationsbedingten „Knochenabfälle“ verwendet. Unmittelbar nach der 
Knochenentnahme wurde das Material in steriles PBS mit Streptomycin und Penicillin 
eingelegt. Die Genehmigung der Ethikkommission der Universität Leipzig lag vor. Der 
Spender wurde vor dem Eingriff aufgeklärt und stimmte der Verwendung des 
Knochenmateriales zu. 
 
2.2.2 Anzucht der Primärzellen 
 
Das Knochengewebe wurde in eine Petrischale überführt, in der Sicherheitswerkbank 
mechanisch von Blutresten gereinigt und mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert. Das 
Zerkleinern erfolgte im feuchten PBS Milieu. Der PBS-Überstand wurde 
anschließend abgesaugt und die Knochenstücke wurden mit frischem Puffer gespült. 
Nach erneutem Absaugen wurde zu den Knochenstücken eine 25%ige 
Kollagenaselösung gegeben und in den Brutschrank bei 37 Grad Celsius, 5% CO2 
und 95% Luftfeuchtigkeit gestellt. Nach 30 Minuten wurde die Kollagenase 
abgesaugt und durch frische ersetzt. Bei gleichen Bedingungen im Brutschrank 
wurde das Material 2 Stunden inkubiert. Durch das Einwirken der Kollagenase wurde 
das Herauslösen der Zellen aus der Knochenmatrix begünstigt. Anschließend 
erfolgte die Überführung des gesamten Inhaltes der Petrischale in ein 
Zentrifugenröhrchen zur Zentrifugation für 10 Minuten bei 1000 U/Min. Der Überstand 
wurde abgesaugt, das entstandene Pellet mit 1 ml Nährmedium resuspendiert, in 
eine Zellkulturflasche überführt und mit 2 ml frischem Nährmedium aufgefüllt. Nach 
24 Stunden wurden erneut 2 ml Nährmedium hinzugefügt. Die Zellkulturflasche 
wurde im Brutschrank aufbewahrt. Um das Anwachsen der Zellen zu begünstigen 
wurde die Kulturflasche in den folgenden 7 Tagen nicht bewegt. Anschließend 
erfolgte jeden dritten Tag ein Wechsel des Nährmediums. Durch eine kontinuierliche 
mikroskopische Betrachtung konnte das Wachstum der Knochenzellen (Abb. 8) 
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beurteilt werden. Nach konfluentem Wachstum (Abb. 9) erfolgte die erste 
Subkultivierung der Zellen. 
       
 
  
   
 
 
 
Abbildung 8: Anzucht der Primärzellen aus dem Knochengewebe 
am 5. Tag, 50fache Vergrößerung, Inverses Mikroskop 
 
Abbildung 9: Konfluentes Wachstum der Primärzellen am 10. Tag 
50fache Vergrößerung, Inverses Mikroskop 
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2.2.3 Herstellung der ersten Subkultur 
 
Da das Nährmedium das Trypsin in seiner Funktion hemmt, wurde es abgesaugt und 
die Zellen mit PBS gespült. Nach dem Absaugen erfolgte die Zugabe von 1 ml 
Trypsin in die Zellkulturflasche und durch ein kurzes Schwenken wurde die 
Verteilung der Trypsinlösung gewährleistet. Die Kulturflasche wurde dann für eine 
Minute in den Brutschrank gegeben. Danach wurde das Trypsin abgesaugt, die 
Kulturflasche wieder in den Brutschrank gestellt und nach 5 Minuten das Ablösen der 
Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert. Das Trypsin hat die Aufgabe, die 
Verbindungen zwischen den Zellen zu lösen. Dabei nehmen die Zellen eine kugelige 
Gestalt an. Durch vorsichtiges Klopfen an die Unterseite der Kulturflasche lösten sich 
die Zellen ab. Anschließend wurde 2 ml frisches Medium zu den Zellen gegeben, 
durch leichtes Schwenken wurden die Zellen vom Boden der Kulturflasche gespült, 
die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenröhrchen pipettiert und bei 1000 U/min 10 
Minuten zentrifugiert. Nachdem der Überstand abpipettiert war, konnte das Pellet 
vorsichtig in 2 ml frischem Medium resuspendiert werden. Jeweils 1 ml von der 
Suspension wurde in eine 75 cm² Zellkulturflasche gegeben und 14 ml frisches 
Medium in jede der beiden Zellkulturflaschen pipettiert. Zur weiteren Kultivierung 
kamen die Kulturgefäße wieder in den Brutschrank. Der Wechsel des Nährmediums 
erfolgte wieder jeden dritten Tag. Nachdem die Zellkulturen wieder ein konfluentes 
Wachstum zeigten, wurde die zweite Subkultivierung durchgeführt. 
 
2.2.4 Herstellung der zweiten Subkultur 
 
Die folgende Passagierung der Zellen erfolgte analog der ersten Subkultur, wie unter 
Punkt 2.2.3 beschrieben. Nach der Trypsinierung, Zentrifugation und 
Resuspendierung des Zellpellets erfolgte die Aufteilung der Zellsuspension in 6 
Kulturflaschen. Diese wurden wieder unter regelmäßigem Wechsel des 
Nährmediums bis zur Konfluenz im Brutschrank aufbewahrt. 
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2.3 Versuchsansatz 
 
2.3.1 Probekörper 
 
Der Versuch wurde mit jeweils sechs Probekörpern unterschiedlicher chemischer 
Zusammensetzung der Oberflächenbeschichtung und verschiedenen 
Elektrolytkonzentrationen bei der Beschichtung durchgeführt. Die Probekörper hatten 
einen Durchmesser von 6 mm und eine Dicke von 0,5 mm. 
 
1. Schicht 
 
 
Abbildung 10: Elektrolyt, c/l  10 g  Ca(H2PO4)2    
Chemische Zusammensetzung, [at] %:  Ti 19-22,  O  71-74,  Ca 0,2,  P 6- 8 
CA-P Relation: 1:30 - 1:40 
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2. Schicht 
 
 
Abbildung 11: Elektrolyt, c/l :   15 g   Ca(H2PO4)2    
Chemische Zusammensetzung, [at] % : Ti  16-19,  O  72-74,  Ca 1,  P 8-9 
CA-P Relation: 1:8 - 1:9 
 
3. Schicht 
 
 
Abbildung 12: Elektrolyt, c/l    20 g   Ca(H2PO4)2    
Chemische Zusammensetzung, [at] %: Ti 19-22,  O  71-74,  Ca 1-2,  P 9-11 
CA-P Relation: 1:9 - 1:11 
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4. Schicht 
 
 
Abbildung 13: Elektrolyt, c/l : Ca(H2PO4)2   H3PO4  (CaP1, C4) 
Chemische Zusammensetzung, [at] % : Ti 14-18,  O  60-67, Ca 6-8, P 13-16,    
CA–P Relation: 6:13 - 8:16 
 
5. Schicht Ticer 
 
 
Abbildung 14: Elektrolyt, c/l: Ca(H2PO4)2   
Chemische Zusammensetzung, [at] % :Ti 12-20, O 60-70, Ca 4-8, P 12-16,   Ca/P 
0,4-0,7 CA-P Relation: 1:3 – 1:2 
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6. Schicht Titan 
 
 
Abbildung 15: CPT Grad 4 = Kommerzielles reines Titan = maschinenbearbeitetes 
glattes Titan 
 
 
2.3.2 Versuchsvorbereitung 
 
Die Probekörper wurden mit Propanol und destilliertem Wasser gespült, 
luftgetrocknet und vor Versuchsbeginn bei 134 Grad Celsius autoklaviert. In der 
sterilen Sicherheitswerkbank wurden die Probekörper entsprechend des 
Versuchsschemas in die Kammern eingebracht (Abb. 16). Für jeden Versuchstag 
sind jeweils 5 Chamber SlidesTM vorbereitet worden (Abb. 17).  
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Abbildung 16: Anordnung der Probekörper im Lab Tec TM II Chamber SlideTM System 
 
2.3.3. Versuchsdurchführung 
 
Die konfluenten Zellen der 2. Subkultur wurden mit Trypsin vom Boden der 
Kulturflasche abgelöst, zentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Mit Hilfe 
der Neubauer-Zählkammer konnte die Zellzahl in der hergestellten Zellsuspension 
bestimmt werden. Durch Verdünnen mit frischem Medium ist die vorgesehene 
Zellzahl von 4000 Zellen/ml erreicht worden. Auf jeden Probekörper in den Kammern 
des Chamber SlideTM Systemes wurden 500 µl der verdünnten Zellsuspension 
pipettiert und anschließend für 3, 5, 7 und 10 Tage im Brutschrank inkubiert. Jeden 
zweiten Tag erfolgte der Wechsel des Nährmediums.  
3. Versuchstag 
BSP    TGF-ß    Osteocalcin   Osteonectin   Apoptose  
PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 
PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      PK 5 PK 6       PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      
 
5. Versuchstag 
BSP    TGF-ß    Osteocalcin   Osteonectin   Apoptose  
PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 
PK 5 PK 6       PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      
 
7. Versuchstag 
BSP    TGF-ß    Osteocalcin   Osteonectin   Apoptose  
PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 
PK 5 PK 6      PK 5 PK 6      PK 5 PK 6       PK 5 PK 6       PK 5 PK 6      
 
10. Versuchstag 
BSP    TGF-ß    Osteocalcin   Osteonectin   Apoptose  
PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4  PK 1 PK 2 PK 3 PK 4 
PK 5 PK 6       PK 5 PK 6      PK 5 PK 6       PK 5 PK 6       PK 5 PK 6      
Abbildung 17: Schema des Versuchsaufbau 
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2.3.4 Immunhistochemische Methoden 
 
Bei der hier vorgelegten Arbeit wurde die „Zwei-Schritt Indirekte Methode“ 
angewendet. Dabei bindet der Primärantikörper an ein Antigen. Anschließend wird 
der enzymmarkierte Sekundärantikörper aufgetragen, der gegen den Komplex aus 
Primärantikörper und Antigen gerichtet ist (Abb.18). 
 
Abbildung 18: Antigen-Antikörper Komplex gebunden 
 
 
Gemäß der „Zwei-Schritt-Indirekt-Methode“ wurde am 3., 5., 7., und 10. Versuchstag 
jeweils ein Chamber Slide für die Bestimmung der exprimierten Antigene BSP, ON, 
OC, TGF-ß und zur Bestimmung der apoptotischen Zellen entnommen. Das Medium 
wurde aus den einzelnen Kammern abgesaugt, die Probekörper wurden vorsichtig 
mit PBS gespült und durch zehnminütiges Einwirken mit 4 %igem Paraformaldehyd 
wurde das Zellwachstum beendet. Dabei werden die Antigene fixiert und für die 
Antikörper erreichbar gemacht. Danach erfolgte ein viermaliges Spülen für jeweils 5 
Minuten mit PBS auf dem Schüttler. Die sich anschließenden Arbeitsschritte erfolgten 
unter Lichtabschluss. Um die unspezifischen Bindungen zu blockieren, wurden die 
Zellen auf den Probekörpern 60 Minuten mit 10 %igem Ziege-Normalserum inkubiert. 
Nach dem Abpipettieren erfolgte die Zugabe der Primärantikörper in einer 
Verdünnung von 1:100 in PBS mit 2 % BSA. Eine Ausnahme bildete der Nachweis 
des Osteonectins, welches in HEPES mit 2 % BSA verdünnt wurde. Die Inkubation 
erfolgte über Nacht bei 4 Grad Celsius im Kühlschrank. Die Probekörper wurden 
anschließend vier Mal je 5 Minuten mit dem jeweiligen Puffer gespült. Im Anschluss 
daran erfolgte für 30 Minuten die Inkubation mit dem Sekundärantikörper ZAM-Cy3. 
Es schloss sich wieder eine viermalige Spülung von je 5 Minuten mit Puffer an. Um 
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die Zellkerne fluoreszenzoptisch darstellen zu können, wurden diese mit DAPI 
angefärbt. Dazu wurde 1 mg DAPI in 1 ml absolutem unvergälltem Alkohol gelöst 
und mit PBS 1:1000 verdünnt. Die Einwirkzeit betrug 1 Minute. Daran schloss sich 
wieder eine Spülung an, jeweils zweimal mit PBS und destilliertem Wasser. 
Anschließend wurden die einzelnen Kammern von den Chamber Slides abgelöst und 
die Probekörper mit Fluoreszenzmedium eingedeckt. Bis zur Auswertung kamen die 
Präparate in den Kühlschrank.  
 
2.4 Nachweis der apoptotischen Zellen 
 
Die Zellkulturmedien wurden von den Probekörpern abgesaugt und diese mit PBS 
gespült. Anschließend erfolgte die Fixierung der Zellen für 60 Minuten mit 4 %igem 
Paraformaldehyd in PBS. Daraufhin wurde erneut für zwei mal 5 Minuten in PBS 
gespült. Um die Zellen der Apoptose darzustellen, musste die Zellmembran 
permeabel gemacht werden, dazu wurden die Präparate 2 Minuten lang mit einer 
Lösung von 0,1 % Triton X-100 in 0,1 % igem Natriumcitrat behandelt und danach 
erneut 2 mal 5 Minuten mit PBS gespült. Als nächstes erfolgte die Inkubation mit dem 
Tunnelgemisch, welches aus einem Teil Enzymlösung und neun Teilen 
Markierungslösung bestand, bei 37°C im Brutschrank. Das Reaktionsgemisch hatte 
die Aufgabe, die beschädigte DNA am 3`OH Ende zu markieren und die 
apoptotischen Zellen darzustellen. Nach einer weiteren dreimaligen Spülung mit PBS 
auf dem Schüttler erfolgte die Färbung der Zellkerne mit DAPI. Anschließend wurde 
zuerst mit PBS und danach zwei Mal 5 Minuten mit Aqua dest. gespült. Parallel zu 
diesem Nachweis wurden eine Positiv- und eine Negativkontrolle der Methode 
durchgeführt. Dabei sind, wie schon beschrieben, auch die Kontrollpräparate 
behandelt worden. Zusätzlich wurden die Probekörper für die Positivkontrolle nach 
der Permeabilisation mit Nuclease Micrococcal behandelt. Dazu ist eine Lösung von 
20 U/ml Nuclease Micrococcal in 50 mM Tris-HCH mit 1 mg/ml BSA und einem pH 
von 7,5 hergestellt worden, welche 10 Minuten bei Zimmertemperatur einwirkte. Bei 
den Präparaten für die Negativkontrolle wirkte an Stelle des 
Tunnelreaktionsgemisches nur die Markierungslösung ein. Nachdem bei allen 
Präparaten die DAPI-Kernfärbung und die anschließenden Spülungen erfolgt waren, 
wurden die Kammern der Chamber SlidesTM abgelöst, die Probekörper mit 
Material und Methoden  32 
 
Fluoreszenzmedium eingedeckt und bis zur Auswertung bei 4°C im Dunkeln 
aufbewahrt.  
 
2.5 Versuchsauswertung 
 
Die Auswertung und Dokumentation aller Messfelder jedes Präparates erfolgte mit 
Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes „Axiophot“ und der installierten Kamera Axiocam 
bei einer 200-fachen Vergrößerung. Die Messungen erfolgten auf jedem Probekörper 
an 10 Messfeldern (Abb.19) Dabei wurden sechs periphere und vier zentral gelegene 
Felder ausgewertet. Es wurden jeweils die Zellanzahlen und die Expressionen der 
nichtkollagenen Proteine an den vorgegebenen Versuchstagen bestimmt.  
Auf den Probekörpern, an denen der Nachweis der apoptotischen Zellen 
durchgeführt wurde, ist an den vorgegebenen Messstellen die Anzahl der zum 
Zeitpunkt der Beendigung des Zellwachstumes vitalen Zellen und die dargestellten 
apoptotischen Zellanzahlen bestimmt worden. 
 
Abbildung 19: Mess- und Zählschema 
 
 
2.6 Quantitative Auswertung der Proteinexpression  
 
Die Expression der nichtkollagenen Proteine der Knochenzellen wurde quantitativ 
durch die Messung des Grauwertes bestimmt. Nach den vorgegebenen Messfeldern 
sind von den unterschiedlichen nichtkollagenen Knochenproteinen 
Mehrkanalaufnahmen digital fotografiert und gespeichert worden. Dazu benötigte 
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man einen TRITC - Filter mit der Wellenlänge von 546 nm. Um die dargestellten 
Proteine zu lokalisieren erfolgte zugleich die Aufnahme der Zellkerne mit dem DAPI-
Filter bei 485 nm (Abb. 20). Mit Hilfe der Software Axiovision können die Bilder der 
einzelnen Kanäle eines Messfeldes in einem Bild dargestellt werden. Um die 
Messwerte der einzelnen Probekörper vergleichen zu können, wurde um jedes Bild 
ein Referenzrahmen mit einer Fläche von 440 µm x 330 µm gelegt. Für diese 
definierte Fläche sind die Grauwerte der dargestellten nichtkollagenen Proteine und 
Zellkerne durch das Programm Axiovision ermittelt worden. Da der Grauwert 
abhängig von der Belichtungszeit ist, erfolgte auch das Messen dieses Wertes. Die 
Software AxioVision konnte daraufhin den absoluten Grauwert berechnen, der von 
der Belichtungszeit abhängt. Bei den digitalen Aufnahmen wurde mit einer 
automatischen Belichtungszeit gearbeitet. Um den relativen Grauwert zu erhalten, 
wurde der Quotient aus absolutem Grauwert und Belichtungszeit gebildet.  
  
  
    
            
Abbildung 20: Darstellung der Zellkerne 
mit DAPI-Filter am 10. Tag, 
200fache Vergrößerung 
Abbildung 21: Darstellung  von BSP 
mit TRITC-Filter am 10. Tag,           
200fache Vergrößerung 
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Abbildung 22: Mehrkanalaufnahme mit 
DAPI- und TRITC-Filter am 10. Tag, 
200fache Vergrößerung 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Interaktiv bestimmte Zellanzahlen 
 
Bei der Diagrammdarstellung der Zellanzahlen wurde die Zeit in Tagen auf der 
Abszisse der Zellanzahl auf der Ordinate gegenübergestellt. Die Aussagen zu den 
Zellanzahlen können lediglich für jeden Tag separat getroffen und nicht als echte 
Verlaufskurve interpretiert werden, da die Kulturen an den Auswertetagen geopfert 
wurden. Die sechs verschiedenen Probekörper mit differenter 
Oberflächenbeschichtung erreichen jeweils in Abhängigkeit von der Zeit andere 
Werte. Prinzipiell lässt sich sagen, dass die Zellanzahl mit der Zeit positiv korreliert, 
da die Zellanzahl in der Summe vom dritten zum zehnten Tag hin zunimmt. Auffällig 
ist der siebte Tag, an dem die Probekörper fünf (Ticer) und sechs (Titan) eine 
geringere Zellanzahl aufweisen als der fünfte Versuchstag zuvor. Allerdings ist der 
Kurvenverlauf beider Probekörper nahezu symmetrisch. Ihr Maximum erreichen 
beide Probekörper am zehnten Versuchstag. Die Zellanzahlen für Ticer und Titan 
belaufen sich am zehnten Tag auf ca. 175. Die Probekörper Zwei und Drei erreichen 
nahezu identische Zellanzahlen an den verschiedenen Tagen, dementsprechend 
haben wir einen überlappenden Kurvenverlauf.  
 
 
Abbildung 23: Mittelwerte der Zellanzahl der verschiedenen Probekörper zu den 
einzelnen Untersuchungszeitpunkten (Aufschlüsselung der Probekörper siehe 
Material und Methoden) 
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Abbildung 24: Darstellung der mit DAPI angefärbten Zellkerne am 10. Versuchstag, 
50fache Vergrößerung auf dem Probekörper Ticer  
 
 
3.2 DAPI Grauwerte 
 
Auffällig ist, dass der Positiv- und der Negativstandard tendenziell die höchsten 
Grauwerte erreichen, wobei der siebte Tag eine Ausnahme darstellt. Am siebten Tag 
sind die Werte am niedrigsten. Eine Regelmäßigkeit lässt sich nicht heraus- 
kristallisieren. Die Standardabweichungen zeigen, dass Probekörper fünf und sechs 
die höchste Streuung aufweisen. Speziell am dritten Tag ist die Standardabweichung 
vom Probekörper Fünf am höchsten. Der Probekörper Sechs sticht am zehnten Tag 
mit einer erhöhten Streuung hervor. 
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Abbildung 25: Darstellung der blau fluoreszierenden Zellkerne als Grauwert über den 
gesamten Versuchszeitraum 
 
 
3.3 Bone Sialo Protein 
 
 
Abbildung 26: Flächen von exprimierten BSP für die einzelnen Probekörper über die 
Zeit bezogen auf 10 Meßfelder pro Probekörper 
 
 
Bei Betrachtung des Diagramms vom BSP kommt die Stauchung zum Vorschein. Die 
Werte liegen auf einem Niveau von null bis zwei GW / BZ, daraus resultiert die 
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angesprochene Kurvenkomprimierung. Am dritten und fünften Tag sticht der 
Probekörper Sechs hervor, welcher die höchsten Grauwerte annimmt. Jedoch ist der 
Kurvenverlauf zu relativieren. Da die angesprochene Wertespanne von null bis zwei 
reicht, liegen die Differenzen dicht beieinander. Erwähnenswert ist die 
Standardabweichung vom Probekörper Titan, welcher sowohl am dritten wie aber 
speziell am fünften Tag eine sehr hohe Streuung aufweist. Am siebten Tag sind die 
Werte aller Probekörper nahezu deckungsgleich. Der zehnte Versuchstag zeigt einen 
linearen Abfall der Grauwerte, beginnend mit den höchsten Werten bei Probekörper 
Eins. Die Grauwertdifferenzen liegen dicht beisammen, zwischen eins und zwei. 
Darüber hinaus ist die Standardabweichung an den letzten beiden Messtagen 
nahezu identisch. 
 
 
Statistische Prüfung mit dem U-Test bei p ≤ 0,05 
 
BSP 
10.Tag 
PK1 PK2 PK3 PK4 PK5 PK6 
PK1 ******** X 0 X 0 0 
PK2 ******** ******** 0 0 0 X 
PK3 ******** ******** ******** 0 0 0 
PK4 ******** ******** ******** ******** 0 X 
PK5 ******** ******** ******** ******** ********* 0 
PK6 ******** ******** ******** ******** ******** ********* 
Tabelle 1: Vergleich der Probekörperzellanzahlen vom BSP untereinander am 10. 
Versuchstag, im Hinblick auf ihre Individualität.  
X: signifikanter Unterschied (Signifikanzniveau  α  ≤  0,05  ) 
0: kein signifikanter Unterschied 
 
 
3.4 Osteocalcin 
 
Als Kurve betrachtet, was formal unzulässig ist, zeigt OC einen nahezu linear 
abfallenden Verlauf. Die GW / BZ sind am dritten Tag am höchsten, bevor sie zu den 
darauf folgenden Versuchstagen stetig abnehmen. Der Probekörper Sechs, weist am 
dritten und fünften Tag die höchste Grauwertexpression auf, nimmt aber linear zum 
zehnten Tag hin ab. Die Probekörper Eins und Vier weisen am zehnten Tag einen 
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leichten Grauwertezuwachs auf. Dementsprechend fällt auch die 
Standardabweichung von den beiden Probekörpern am zehnten Tag am größten 
aus. Erwähnenswert ist die positive Korrelation zwischen den hohen Grauwerten und 
der hoch ausfallenden Standardabweichung für den jeweiligen Probekörper. 
 
Abbildung 27: Flächen von exprimiertem Osteocalcin über die Versuchszeit von 10 
Tagen 
 
 
Statistische Prüfung mit dem U-Test bei p ≤ 0,05 
 
 
OC  
10.Tag 
PK1 PK2 PK3 PK4 PK5 PK6 
PK1 ******** 0 X 0 X X 
PK2 ******** ******** X 0 X 0 
PK3 ******** ******** ******** 0 0 0 
PK4 ******** ******** ******** ******** 0 0 
PK5 ******** ******** ******** ******** ********* 0 
PK6 ******** ******** ******** ******** ******** ********* 
Tabelle 2: Signifikanztest Darstellung der Zellanzahlen des Osteocalcin am 10. 
Versuchstag 
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3.5 Osteonectin 
 
Der Kurvenverlauf des ON weist am fünften und am zehnten Tag die höchsten 
Grauwerte auf. Zu pointieren wären die Probekörper Vier und Fünf, welche an den 
letzten drei Versuchstagen jeweils die größten Grauwerte darstellen lassen. Die 
Probekörper Zwei und Vier, weisen am dritten Versuchstag große 
Standardabweichungen auf, deren Messfeld bis 3,50 GW/BZ reicht. 
Dementsprechend sind deren Grauwerte hoch angesiedelt. Erwähnenswert ist der 
siebte Versuchstag, an dem die Grauwerte der Probekörper allesamt geringer 
ausfallen als am fünften Tag. Bei einer gedachten Verbindungslinie der einzelnen 
Tage würde diese geometrisch „wellenförmige“ Struktur herauskommen.  
 
Abbildung 28: Expressionswerte des Osteonectins auf den unterschiedlichen 
Probekörpern 
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Statistische Prüfung mit dem U-Test bei p ≤ 0,05 
 
ON  
10 Tag 
PK1 PK2 PK3 PK4 PK5 PK6 
PK1 ******** 0 0 0 X 0 
PK2 ******** ******** 0 0 X 0 
PK3 ******** ******** ******** 0 X 0 
PK4 ******** ******** ******** ******** X X 
PK5 ******** ******** ******** ******** ********* X 
PK6 ******** ******** ******** ******** ******** ********* 
 
Tabelle 3: Statistisch abgesicherte Ergebnisse der Zellanzahlen des Osteonectins 
am 10. Versuchtstag 
 
 
3.6 Transforming Growth Factor-ß 
 
Beim Säulendiagramm des TGF-ß sticht die geringe Grauwertspannweite hervor, da 
das gemessene Messfeld von 0-4 GW/BZ reicht.  Die gemessenen Grauwerte  
liegen stark überlappend beisammen. 
 
Abbildung 29: Darstellung der Expression von TGF-ß über die Versuchszeit von 10 
Tagen  
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Der Probekörper Drei erreicht sowohl am dritten, fünften, wie auch am siebten Tag 
die höchsten Grauwerte. Erwähnenswert ist der Wert von 4 GW/BZ am fünften Tag, 
welcher sich visuell in dem Diagramm von den anderen Probekörpern signifikant 
abhebt, obwohl sich die Differenz lediglich auf 2 GW/BZ beschränkt. 
 
 
Statistische Prüfung mit dem U-Test bei p ≤ 0,05 
 
TGF-ß 
10.Tag 
PK1 PK2 PK3 PK4 PK5 PK6 
PK1 ******** X X X X X 
PK2 ******** ******** 0 0 0 X 
PK3 ******** ******** ******** 0 0 0 
PK4 ******** ******** ******** ******** X X 
PK5 ******** ******** ******** ******** ********* 0 
PK6 ******** ******** ******** ******** ******** ********* 
Tabelle 4: Vergleichende Darstellung der Probekörper 1-6 am 10. Versuchstag 
bezüglich ihrer Unterschiede 
 
 
3.7 Zellanzahlen apoptotischer Zellen 
 
Am dritten Tag weisen die Probekörper noch 4-7 apoptotische Fragmente auf, 
welche bis zum zehnten Tag hin deutlich weniger werden. Die Probekörper Drei und 
Vier, zeigen am zehnten Versuchstag keine apoptotische Aktivität, obwohl diese 
Probekörper am dritten Tag die höchste Apoptose aufwiesen, nämlich mit fünf und 
sieben apoptotischen Fragmenten. Am siebten Versuchstag zeigen die Probekörper 
Zwei bis Sechs ein apoptotisches Fragment auf und der Probekörper Eins zeigt zwei 
auf. Die Probekörper mit der höchsten Phosphorrelation weisen am dritten 
Versuchstag die höchste Apoptose und am letzten keine mehr auf.  
Ergebnisse  43 
 
 
Abbildung 30: Kumulative Darstellung apoptotischer Zellen in den Messfeldern bei 
200facher Vergrößerung 
 
 
3.8 Grauwerte TMRE 
 
Der Negativstandard Titan in Form von Probekörper Sechs, weist an allen 
Versuchstagen die höchsten Grauwerte auf. Die absoluten Zahlen relativieren die 
visuell implizierten hohen Säulen, da die Grauwertspanne lediglich von 0–2,5 reicht, 
sind die Differenzen nicht sonderlich signifikant, wie im Diagramm aufgeführt. 
Darüber hinaus fallen die hohen Standardabweichungen auf, welche speziell beim 
Probekörper Sechs prägend sind. Die restlichen Probekörper weisen geringe 
Grauwerte auf, speziell der Probekörper Eins erreicht minimale Grauwerte. Zu 
pointieren wäre der siebte Versuchstag, an dem alle Probekörper Grauwerte 
zwischen 0–1 annehmen. 
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Abbildung 31: Rhodaminfärbung zur Darstellung  
BSP, OC, ON, TGF-ß 
 
 
 
Abbildung 32: Darstellung der Grauwerte der apoptotischen Fragmente 
 
 
3.9 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse 
 
Die Zellanzahlen der einzelnen Probekörper zeigen an den Versuchstagen einen 
ansteigenden Verlauf. Zu pointieren wären die Probekörper Fünf und Sechs, welche 
die größten Zellanzahlen annehmen. Den Gipfel der Zellanzahl erreichen beide 
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Probekörper am zehnten Versuchstag. Bei den DAPI Grauwerten zeigen Ticer und 
Titan die größte Expression an Grauwerten. Die Standardabweichung beider 
Probekörper fällt am größten aus, da sie die größte Streuung aufweist. Bei dem 
Marker BSP wären die geringen GW / BZ zu pointieren. Der Probekörper Sechs 
sticht sowohl mit der größten Expressionszahl als auch mit der größten 
Standardabweichung am dritten und fünften Versuchstag hervor. OC ist derjenige 
Marker mit der größten Spannweite an Expressionen, da die GW/BZ  bis 12 reichen. 
Auffällig ist der abfallend lineare Kurvenverlauf von OC. Bei dem Säulendiagramm 
von ON sind es Probekörper Vier und Fünf mit der größten  
 
 
Expression von Grauwerten. Zu pointieren wären Probekörper Vier und Fünf, welche 
an den letzten drei Versuchstagen jeweils die größten Grauwerte erreichen. Beim 
TGF-ß ist es der Probekörper Vier, welcher sowohl am dritten, fünften wie auch am 
siebten Tag die höchsten Grauwerte annimmt. Erwähnenswert ist der Wert von 4 
GW/BZ am fünften Tag, welcher sich von den anderen Probekörpern unterscheidet. 
Bei der Zellanzahl der Apoptose erkennt man einen exponenziell abfallenden 
Kurvenverlauf. Die Probekörper mit der höchsten Kalzium-Phosphorrelation, weisen 
am dritten Versuchstag die höchste Apoptose und am letzten Tag keine mehr auf. 
Beim TMRE handelt es sich um die Grauwerte der apoptotischen Fragmente.  
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4 Diskussion 
 
4.1 Allgemeine Erkenntnisse 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Antwort kultivierter humaner 
Knochenzellen auf Kalzium-Phosphor-haltigen Implantatoberflächen, mit 
unterschiedlicher Kalzium-Phosphorrelation. Ein wesentliches modifizierendes 
Kriterium der Knochenzellproliferation ist die chemisch/physikalische 
Zusammensetzung der Implantatoberflächen. Darüber hinaus ist bekannt, dass die 
Osteoblasten die Knochmarker OC, ON, BSP synthetisieren, die Marker wiederum 
spiegeln den Entwicklungszustand, respektive den Stand der 
Osteoblastendifferenzierung wieder. Der genaue Zeitpunkt der Bildung der 
Knochenmarker ist die Phase der extrazellulären Matrix-Mineralisierung. Es besteht 
eine Junktion zwischen der Synthese der Knochenmarker und der 
Matrixmineralisierung (Xynos et al. 2001). Osteocalcin ist ein elementarer Bestandteil 
der Knochenbildung und ein kalziumbindendes Protein. Je höher der Grad einer 
Rauheit auf einer Oberfläche ist, desto größer ist die Osteocalcinproduktion. Bei der 
hiesigen Untersuchung zeigte sich ein stetiger Rückgang der Osteocalcinmenge über 
die Versuchszeit, vermutlich bildete sich eine spezifische Matrix aus, welche die 
Rauheit der Oberfläche teilweise neutralisierte. Die Tatsache korreliert im 
Umkehrschluss positiv mit den Aussagen anderer Autoren (Aufdemorte et al. 1992), 
da eine erhöhte Rauheit gleichzeitig mit einer erhöhten Expression von Osteocalcin 
einhergeht. Daher kann man sagen, dass die Expression von OC in Abhängigkeit 
von der Zelldichte steht. Eine weitere Erkenntnis war, dass die Streuung auf den 
gemessenen Mittelwerten der Proteinmarker (BSP, OC, ON, TGF-ß) an den ersten 
Versuchstagen deutlich größer ausfiel, als zu Ende des Versuchs. Das deutet darauf 
hin, dass zu frühen Zeitpunkten die Lage auf der Oberfläche noch instabil ist. Zu 
späteren Zeitpunkten sind die Zellen offenbar homogen und in ihrer 
Proteinexpression „zur Ruhe“ gekommen. Es entsteht ein konfluentes Wachstum. 
Bemerkenswert ist der Probekörper Sechs, das Titan. Titan diente in unserem 
Versuch als Negativstandard. Mit seiner maschinell gefertigten, relativ glatten 
Oberflächenstruktur zeigte es in der Expression von OC, ON, BSP und TGF-ß am 
zehnten Versuchstag die geringsten Messwerte. Diese Beobachtung könnte auf die 
glatte Struktur zurückzuführen sein, da eine angeraute bzw. rillenförmige Oberfläche 
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als Leitstruktur und als Retentionsstellen die Differenzierung und Proliferation der 
Osteoblasten anregen könnte. Der Anstieg des Messwertes von Osteonectin zum 
zehnten Tag hin könnte darauf hindeuten, dass die Organisation und Expression 
dieses Proteins noch darüber hinaus andauern könnte. Desweiteren ist die größte 
Expression auf den Probekörpern Vier und Fünf zu erkennen. Die beiden 
Probekörper zeichnen sich durch den quantitativ höchsten Kalziumanteil aus (jeweils 
6-8 %, respektive 4-8 %). Daraus lässt sich ableiten, dass Osteonectin eine 
besonders große Affinität zu Kalzium besitzt. Diese Vermutung wurde bereits von 
anderen Autoren als äußerst interessant deklariert (Junker et al. 2009).  
 
4.2 BSP Osteogenese und Kalzium-Phosphorrelation 
 
Probekörper Eins des BSP weist über die Versuchszeit hin die höchste 
Expressionsanzahlen auf. Diese Feststellung ist umso erstaunlicher, da der 
Probekörper die geringste Kalzium-Phosphorrelation besitzt. Diese Annahme könnte 
man über einen nichtzellulären Weg erklären. Es wäre denkbar, dass Kalzium- 
Phosphor Moleküle sich aus dem umgebenden Milieu an die Implantatoberflächen 
anlagern und sich durch chemische Prozesse in eine kristalline Struktur umwandeln 
und so die Expressionszahlen erhöhen. Bei dem Probekörper mit höherem Kalzium – 
Phosphoranteil wirken die Implantatoberflächen gesättigt und der Prozess der 
Kristallisierung bzw. Mineralisierung findet nicht in dem Ausmaß statt. Darüber 
hinaus sind beim BSP die Probekörper Fünf (Ticer) und Sechs (Titan) 
erwähnenswert, welche über die Versuchszeit hinweg die größte Expression 
aufwiesen. Es ist davon auszugehen, dass die Expression noch über den zehnten 
Versuchstag hinaus angedauert hat, da sie ihren Gipfel wahrscheinlich erst später 
erreichte. Insgesamt ist festzuhalten, dass nach Besiedelung der Probekörper in vitro 
eine vermehrte Osteoblastenaktivität auftritt. Auffällig ist, dass nach dem fünften 
Versuchstag die Expression auf Probekörper Sechs (Titan) abnimmt. Darüber hinaus 
könnte man annehmen, dass das BSP auf der Implantatoberfläche den Spalt 
zwischen dem Implantatwerkstoff und dem Knochenmilieu deutlich verringert und 
somit eine schnellere bzw. stabilere Einheilung zu erwarten wäre. Diese Annahme 
könnte sich mit der Theorie der Anlagerung von Kalzium Phosphatmolekülen aus 
dem umgebenden Milieu decken.  
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4.3 Die Auswirkung des TGF-ß  
 
Die Expressionsrate des TGF-ß zeigt einen relativ stetigen und konstanten Verlauf, 
welches darauf zurück zu führen sein dürfte, dass das Signalprotein sowohl einen 
anabolen als auch einen katabolen Mechanismus auf den Knochenstoffwechsel 
ausübt. In sehr geringen Konzentrationen von 1 bis 2 µg pro Zelle wirkt TGF-ß als 
Wachstumshemmer für Knorpel- bzw. Knochenzellen. Diese bimodale Aktivität ist 
durch PDGF vermittelt. Die Synthese und die Sekretion von PDGF wird durch 
geringe Konzentrationen von TGF-ß ausgelöst, während höhere Konzentrationen die 
Expression von PDGF reduzieren und damit die biologischen Effekte dieses Faktors 
vermindern. Daraus lässt sich ableiten, dass die verschiedenen Probekörper mit der 
unterschiedlichen Kalzium-Phosphorrelation keinen wesentlichen Einfluss auf das 
TGF-ß haben. Das TGF-ß weist eine von der Kalzium-Phosphorrelation unabhängige 
Aktivität auf. Folgender Zusammenhang wurde in der Literatur bereits beschrieben, 
da das TGF-ß die Proliferation des Knochengewebes durch die Chemotaxis und 
andere biochemische Prozesse fördert (Depprich et al. 2008). Eine Fehlerquelle bei 
TGF-ß könnte der Probekörper Drei am fünften Versuchstag sein, da er einen 
Messwert anzeigt, welcher sich signifikant von den anderen Werten abhebt. Für die 
Auswertung dieser Arbeit sind jedoch nicht einzelne Werte ausschlaggebend, 
sondern vielmehr eine Gesamtschau. Insofern betrachte ich diesen Wert eher als 
Artefakt. Daher lässt sich abschließend zum TGF-ß sagen, dass seine Expression 
offenbar unabhängig von der Kalzium-Phosphorrelation in den Oberflächen ist. 
 
4.4 Ticer  
 
Bei allgemeiner Betrachtung des Probekörpers Fünf (Ticer) lässt sich ableiten, dass 
die Expressionszahlen bei nahezu allen Markern eine große Expression annehmen.  
Am zehnten Versuchstag findet auf dem Probekörper Fünf die höchste Proliferation 
statt. Erwähnenswert dabei ist die Kalzium-Phosphorrelation, welche auf der ANOF- 
Schicht mit am höchsten ausgeprägt ist. Durch die Ansiedelung der Knochenzellen 
könnte man von einer verbesserten und geringen postchirurgischen 
Komplikationsrate ausgehen. Durch den induktiven Einfluss des Kalzium/Phosphors 
auf die Knochenzellen werden auch gleichzeitig die Entzündungsparameter gesenkt.  
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Diese Ansicht wurde in der Literatur bereits angedeutet und lässt sich in unserem 
Versuch bestätigen (Größner-Schreiber und Tuon 1991). Demnach kann man von 
der Annahme ausgehen, dass Oberflächenmodifikationen mit einer hohen Kalzium- 
Phosphorrelation die Knochenmineralisierung in der Phase der Knochenneubildung 
um das Implantat herum, respektive um die Oberflächenstruktur des Implantates, 
signifikant verbessern. Die erwähnte Hypothese wurde neuerdings in der 
Wissenschaft bestätigt und lässt hoffen. Durch die Beschichtung der 
Implantatoberflächen mit Kalzium-Phosphor wird einerseits die Oberflächenrauigkeit 
erhöht, andererseits die Anbindung vom Implantat an die Knochenstruktur 
verbessert. 
 
4.5 Titan und seine Wirkung auf Knochenzellen 
 
Interessant waren auch die Ergebnisse des Reintitan, welches maschinell gefertigt 
wurde und Rillen enthielt. In dieser Dissertation fungierte das Reintitan als 
Negativstandard, welches sich jedoch in den Ergebnissen nicht eindeutig 
wiederspiegelte. Beim BSP erreichte es am ersten sowie dritten Versuchstag die 
größten Expressionswerte. Ähnlich zeigte es sich bei OC, bei dem sich ebenfalls an 
den ersten beiden Versuchstagen die größte Proliferation der Knochenmarker zeigte. 
Bei den restlichen Versuchsreihen zeigten die Werte durchschnittliche Werte. Die 
Begründung könnte in der Mikrostruktur des Titans liegen, da es eine gerillte 
Oberflächenstruktur besitzt und somit Retentionsstellen für Knochenzellen darstellt. 
Es könnte auch sein, dass ein weiterer positiver Umstand der Rauigkeit die Adhäsion 
ist und so könnte man auch die hohen Expressionswerte erklären. Eine Reihe von 
Zell/Oberflächenreaktionen könnten chemotaktische/wachstumsfördernde Signale 
ausgesendet haben, welche sich in den hohen Expressionswerten wiederspiegelte. 
Also kann man die Hypothese aufstellen, dass die Oberflächentopographie                      
(Rauigkeit des Titans) das Zellverhalten signifikant verändert. Diese Feststellung 
basiert auf Erkenntnissen anderer Autoren und wurde von ihnen bereits beschrieben. 
Beispielhaft ist ebenfalls das TGF-ß, welches an den ersten beiden Versuchstagen 
einen Booster-Effekt darstellt und hohe Expressionswerte aufweist. Daraus könnte 
sich ableiten lassen, dass die Wachstumsfaktoren von der Oberflächenrauigkeit 
gezielt in ihrer Funktionalität manipuliert werden. Andere Autoren beschrieben 
ähnliche Phänomene, wie raue Titanoberflächen die Prostaglandin E2 (PGE2) und 
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TGF-ß Produktion deutlich erhöhten (Kieswetter et al. 1996). Dieses Ergebnis 
unterstützt das Konzept der vermehrten Knochenneubildung im Bereich der Rauheit 
und somit auch gleichzeitig der kürzeren Implantateinheilung im Knochen. 
 
4.6 Apoptose 
 
Die Fallzahlen der Apoptose nehmen vom ersten zum letzten Versuchstag stetig ab. 
Die anfänglich hohen Apoptoseraten sind durch die Fremdkörperreaktion der 
Implantatoberflächen zu erklären. Die Implantatoberflächen sind initial ein 
Fremdkörper, womit der Knochen mit einer erhöhten Apoptoserate antwortet. 
Anschließend kommt es zu steigender Expression und Proliferation von Zellen. 
Gleichzeitig nimmt dann wiederum die Apoptoserate ab. Man könnte dieses 
Phänomen als Adaptations- sowie Akklimationsverhalten der Zellen deuten. Sobald 
die Zellen bezüglich ihrer Homogenität und Proliferation ins „Steady State“-Stadium 
(stationärer Zustand) übergehen, senkt sich gleichzeitig die Apoptoserate. Analog 
dazu könnte man jedoch die Annahme vertreten, dass die Apoptoserate mit höherer 
Zelldichte zunehmen müsste, was sich in unserem Fall jedoch nicht bestätigte. Die 
reziproke Dichteabhängigkeit könnte man in unserem Fall damit begründen, dass die 
chemische Prozesskaskade überlastet war und die Initiation der Apoptose somit 
behindert wurde. Hervorzuheben war die hohe Apoptoserate bei den Probekörpern 
mit einem hohen Phosphorgehalt. Einige Autoren sprechen sich dafür aus, dass 
hohe Phosphatkonzentrationen das Zellwachstum inhibieren und sogar die Apoptose 
von Zellen initiieren (Knabe et al. 2000). Diese Erkenntnis wurde in der vorliegenden 
Arbeit ebenfalls bestätigt. 
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wachstumsbedingung der nicht 
kollagenen Knochenproteine auf unterschiedlichen Konversionsoberflächen zu 
untersuchen. Dazu wurde das Proliferations- sowie Apoptoseverhalten der 
Knochenproteine in vitro bestimmt. Es kamen neben dem Probekörper Titan als 
Negativstandard und Ticer als Positivstandard vier weitere Probekörper auf 
Titanbasis mit unterschiedlicher Kalzium-Phosphorrelation zur Anwendung. Auf 
diesem wurden Knochenzellen beschickt und über einen Zeitraum von 3, 5, 7 und 10 
Versuchstagen ausgewertet. Die Zellkerne und Apoptosefragmente wurden 
immunhistochemisch markiert und fluoreszenzoptisch untersucht. Desweiteren 
wurden die relativen Grauwerte ermittelt, welche die Intensität des Bildes 
wiedergeben.  
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Zusammenfassend konnten folgende Ergebnisse gewonnen werden: 
 
1. Wie gestaltet sich das Expressionsverhalten der Knochenzellen auf den 
unterschiedlichen Implantatoberflächen? 
 
Auf allen Versuchsoberflächen zeigt sich, dass mit fortschreitender 
Versuchsdauer ein Anstieg der Zellanzahl über den gesamten 
Versuchszeitraum von 10 Tagen zu verzeichnen ist. Die Versuchsoberflächen 
beginnen mit einer niedrigen Zellanzahl, die sich bis zum letzten Versuchstag 
erhöht. Einzig für das OC lässt sich mit fortschreitender Versuchsdauer ein 
linearer Abfall verzeichnen. 
 
 
2. Stellen sich Unterschiede beziehungsweise Gemeinsamkeiten zwischen den 
relativen Grauwerten und der Zellanzahlen dar? 
 
 
Die relative Grauwertbestimmung ist eine Ersatzmethode zur manuellen 
Bestimmung der Zellanzahlen. Die Korrelation zwischen Zellanzahl und 
relativen Grauwerten wird in dem Kontext überprüft. Eine Regelmäßigkeit lässt 
sich nicht herauskristallisieren, demzufolge ist die alleinige Nutzung des 
Verfahrens zur Datengewinnung noch ungeeignet und bedarf noch weiterer 
Untersuchungen. Die manuelle Zellzählung ist nach wie vor genauer und sollte 
das Primat haben. 
 
 
3. Welche Rolle spielt die Kalzium-Phosphorrelation und wie wirkt sie sich auf die 
Proliferation der Knochenproteine aus? 
 
Es zeigte sich ein stetiger Rückgang der Osteocalcinmenge über die gesamte 
Versuchszeit. In Anbetracht der Annahme, dass sich eine spezifische Matrix 
ausbildet, welche die Rauheit der Oberfläche neutralisiert, kommt man im 
Umkehrschluss dazu, dass die Expression von OC in Abhängigkeit von der 
Zelldichte steht und nicht vom Verhältnis der Kalziumphosphormenge 
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beeinflusst wird. Anders verhält es sich beim Osteonectin. Diejenigen 
Probekörper mit dem quantitativ höchsten Kalziumanteil wiesen die höchsten 
Expressionsraten auf. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Osteonectin 
eine besonders große Affinität zu Kalzium besitzt. Das TGF-ß weist eine von 
der Kalzium-Phosphorrelation unabhängige Aktivität auf, da es von anderen 
biochemischen Prozessen für die Proliferation des Knochengewebes 
Gebrauch macht. 
 
 
4. Welches apoptotische Verhalten weisen die Probekörper zu den 
unterschiedlichen Versuchstagen auf? 
 
Es lässt sich ein Abfall der apoptotischen Fragmente vom ersten zum letzten 
Versuchstag feststellen. Die Apoptose verhält sich in nahezu allen 
Probekörpern identisch. Herauszuheben war die hohe Apoptoserate bei den 
Probekörpern mit einem hohen Phosphorgehalt. Es ist in der Literatur 
hinterlegt, dass hohe Phosphatkonzentrationen das Zellwachstum inhibieren 
und sogar die Apoptose von Zellen initiieren. 
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